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基础 研究 


应 用 重组 慢 病毒 表达 载体 建立 抑 瘤 基因 WTX 稳定 高 表达 结 直 


肠 癌 SW620 细 胞 系 
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摘要 :目的 构建 WTX CDS 区 全 长 重组 慢 病毒 表达 载体 ,感染 结 


直肠 癌 SW620 细 胞 ,建立 WTX 稳 定 高 表达 结 直肠 癌 SW620 细 


胞 株 。 方 法 将 WTX 基 因 全 长 CDS 区 插入 GV287 慢 病毒 质粒 载体 ,重组 载体 与 包装 载体 共 转 染 人 胚 肾 293T 细 胞 ,收集 上 清 、 
浓缩 得 到 表达 WTX 的 重组 慢 病毒 。 慢 病毒 感染 结 直肠 癌 SW620 细 胞 ,荧光 显微镜 初步 观察 感染 效率 ,G418 进 一 步 筛选 得 到 


稳定 感染 细胞 株 。QPCR 及 Western blotting 检 测 WTX 过 表达 效率 。 每 部 分 均 设立 相应 对 照 。 结果 载体 片段 测序 结果 示 成 功 
构建 了 WTX 重 组 表达 载体 ;包装 病毒 滴 度 检测 适中 ,提示 WTX 表 达 慢 病毒 包装 成 功 ; 慢 病毒 感染 结 直肠 癌 SW620 细 胞 后 ， 
WTX 基 因 mRNA 以 及 蛋白 表达 水 平 明 显 增高 ,有 统计 学 意义 ,提示 SW620 结 直肠 癌 细 胞 WTX 高 表达 稳定 株 构 建成 功 。 结 论 
建立 慢 病 毒 感 染 方 法 的 结 直 肠 癌 SW620 细 胞 WTX 过 表达 稳定 细 


提供 分 子 生物 学 工具 。 


胞 株 , 为 进一步 研究 WTX 对 结 直 肠 癌 发 生 、 发 展 的 作用 机 币 


| 


关键 词 :Wilm's tumor on X chromosome; 慢 病毒 载体 ;稳定 转 染 ; 结 直肠 交 


Establishment of a colorectal cancer SW620 cell line stably over-expressing Wilm's tumor 


on X chromosome using a recombinant lentivirus vector 
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Abstract: Objective To construct a recombinant lentivirus vector for Wilm's tumor on X chromosome (WTX) gene and 
establish a colorectal cancer SW620 cell line with stable WTX over-expression. Methods The full length coding region of WTX 
gene was amplified with PCR, and the amplified fragment was cloned into the lentivirus vector GV387. The recombinant 


lentivirus vector was transfected in 293T cells for packaging the virus, which was then transfected into colorectal cancer SW620 
cells. The stably transfected cells were selected with G418, and the cellular expressions of WTX mRNA and protein were 


detected using quantitative PCR and Western blotting. Results The recombinant plasmid was successfully constructed as 
verified by sequence analysis. Quantitative PCR and Western blotting results showed that trasnfection with the recombinant 


lentivirus significantly increased the expression levels of WTX in SW620 cells. Conclusion We successfully established a 
colorectal cancer cell lines with stable over-expression of WTX, which provides an essential cell model for studying the role of 


WTX in the tumorigenesis and progression of colorectal cancer. 
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上 被 报道 ,并 被 认为 在 正常 器 官 发 育 过 程 中 发 挥 重 要 ”; 
在 肿瘤 等 疾病 相关 研究 方面 ,WTX 先后 被 证 实在 
Wilms 瘤 ”, 合 并 有 颅骨 硬化 症 的 条 纹 状 骨 病 (OSCS)*、 
白血病 ”\、 肾 上 腺 皮质 瘙 "、 消 化 道 肿瘤 的 肝癌 、 胃 癌 " 
中 存在 不 同 程度 突变 ,提示 WTX 可 能 在 多 种 肿瘤 的 发 
生发 展 中 发 挥 作用 ,但 其 在 结 直 上 肠 癌 中 的 作用 目前 尚未 
见报 道 ,其 对 结 直 肠 瘤 发生 发展. 患者 预后 的 影响 尚 处 
于 未 知 。 

本 课题 组 前 期 研究 发 现 ,WTX 可 能 在 结 直 上 肠 癌 的 
发 生发 展 中 发 挥 重要 作用 。 本 研究 旨 在 通过 慢 病 毒 载 
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体系 统 构建 WTX 稳定 表达 载体 ,并 在 结 直肠 癌 中 建立 
稳定 慢 病毒 表达 细胞 株 ,为 进一步 研究 抑 瘤 基 因 WTX 
对 结 直肠 癌 发 生 、 进 展 的 明确 作用 以 及 作用 机 制 提供 分 
子 生物 学 工具 。 


1 材料 与 方法 

1.1 材料 与 试剂 

1.1.1 细胞 株 、 细 菌 与 载体 AE 2937 AN 2 E 
癌 SW620 细 胞 与 大 肠 杆菌 DH5a 均 为 本 实验 室 保存 。 
三 质粒 慢 病 毒 包 装 系 统 :GV287 、pHelper 1.0 和 
pHelper 2.0 载 体 购 自 吉 凯 基因 技术 有 限 公司 。 

1.1.2 生物 试剂 DNA Marker Wj A Fermentas, Ti 422 
酶 .限制 性 内 切 酶 BamH I /Age I 购 自 NEB ,质粒 抽 提 、 
BCL) Rea Linh ald A Qiagen, Ree FAS AS 
Lipofectamine2000 购 自 Life Technologies, 逆转 录 及 


混合 液 加 入 待 转 染 的 293T 细 胞 中 ,十 字 法 播 匀 ,培养 箱 
中 培养 8~12 Ph 后 ,更 换 为 含 10% 胎 牛 血清 的 DMEM, 继 
续 培 养 48 ho 

48 h 后 ,收集 293T 细 胞 上 清 液 。 将 病毒 上 清 液 送 
交 吉 凯 基 因 技 术 有 限 公司 进行 浓缩 并 滴 度 初 测 ,将 浓缩 后 
病毒 上 清 ,进行 滴 度 复 验 ,并 分 装置 于 -80 %C 长 期 保存 。 
1.2.4 病毒 滴 度 复 测 采用 " 殉 光 梯度 稀释 法 "检测 病毒 
滴 度 ,检测 前 24 h, 以 每 孔 4x10'! 的 细胞 数量 铺 293T 细 
胞 于 96 孔 板 内 , 待 细胞 生长 贴 壁 后 可 用 于 滴 度 检测 。 
将 重组 慢 病 毒 颗粒 原液 用 无 血清 的 DMEM 逐 倍 稀释 为 
1E+0、1E-1、1E-2…1E-6 共 7 个 梯度 , 逐 孔 加 入 293T 细 
胞 内 ,各 梯度 设置 3 个 复 孔 。 培 养 24 h 后 加 入 含 10% 胎 
牛 血清 的 DMEM 继续 培养 ,96 h 后 观察 各 孔 菊 光 细 胞 
数量 。 交 光 细胞 数量 随 着 病毒 稀释 倍数 的 增加 逐 潮 减 
少 , 从 病毒 稀释 倍数 最 大 的 倒数 第 1 或 2 孔 中 ,选取 含 


QPCR 试剂 盒 购 自 Takara, 全 蛋白 提取 试剂 盒 购 自 南京 
凯 基 生 物 科技 公司 , 象 抗 人 WTX Be) ttt A GAPDH 
单 克隆 抗体 分 别 购 自 Abcam 与 AbClonal, RPMI 1640 
与 DMEM 培 养 基 \ 胎 牛 血清 购 自 BI,G418 购 自 Sigma。 
1.2 方法 

1.2.1 细胞 培养 人 胚 肾 293T 细 胞 用 含 10% 胎 牛 血清 
的 DMEM 培 养 基 , 结 直肠 癌 SW620 和 HT29 细 胞 用 含 
10% 胎 牛 血清 的 RPMI 1640 培 养 基 , 常 规 置 于 37 CE 
5% CO, ,饱和 湿度 的 培养 箱 中 培养 ,细胞 生长 密度 至 
80%~90% 饱 和 时 ,用 2.5% 含 EDTA 的 胰 酶 消化 传代 。 
1.2.2 重组 慢 病 毒 载体 的 构建 与 测序 WTX 基 因 CDS 
区 全 长 3408 bp, 以 人 类 基因 组 DNA 为 模版 ,设计 上 、 下 
游 引物 ,并 在 引物 两 端 分 别 插入 BamH I /4ge I 限制 性 
酶 切 位 点 , (F: 5'-ACCGGTCGCCACCATGGAGACC 
CAAAAGGATGAAGCTGCTC-3', R: 5-ACCCTTGG 
CTAGGTTTCCATTCATGGCAGTG-3', 双 下 划 线 为 酶 
切 位 点 ,下 划 线 为 保护 碱 基 ),PCR 扩 增 基因 片段 ,设置 
反应 条 件 :94 °C 5 min 1 循环 ,94 % 30 s,55 C 30 s, 
72 C 2 min 30 循 环 , 72 °C 10 min。PCR 反应 产物 经 双 
酶 切 后 露出 BamH 1 /Age [粘性 末端 ,与 同步 双 酶 切 并 
纯化 后 的 GV287 慢 病毒 质粒 载体 用 T, DNA 连接 酶 连 
接 ,转化 DH5So 感 受 态 细菌 ,挑选 阳性 克隆 , 揪 菌 后 菌 液 
测序 鉴定 。 

12.3 病毒 颗粒 包装 与 病毒 液 浓 缩 将 生长 状态 良好 的 
人 胚 肾 293T 细 胞 以 50%~70% 密 度 接种 于 15 cm 的 培 
养 了 中 ,24p 待 细胞 贴 壁 后 即 可 用 于 转 染 。 转 染 前 1 
将 培 基 更 换 为 无 血清 培养 基 , 将 重组 基因 质粒 与 病毒 包 
装载 体 以 一 定 比 例 混合 (LV-WTX 重 组 载体 /空白 对 照 
载体 :pHelper 1.0 #4% : pHelper 2.0 载 体 =4:3:2) ,与 
Opti-MEM 3 4) #4 5 mn 后 ,加 入 一 定 体积 
Lipofectamine 2000, 轻柔 混合 ,室温 静 置 20 min 后 ,将 


可 见 严 光 细胞 最 少 的 孔 计算 病毒 滴 度 ,3 个 复 孔 计 算 平 
均值 。 

病毒 滴 度 (TU/mL)= 交 光 细 胞 数 /病毒 稀释 倍数 x 
1000。 
1.2.5 慢 病毒 颗粒 感染 结 直肠 癌 细 胞 及 感染 效率 初步 观 
Z Western 检 测 6 株 结 直 上 肠 癌 细胞 内 WTX 内 源 性 表 
达 , 选 取 内 源 性 基因 表达 含量 最 低 的 细胞 用 于 稳定 感 
染 。 将 选 定 的 结 直肠 癌 细 胞 以 10% 密 度 接 种 于 24 孔 
板 ,次 日 待 细胞 贴 壁 生长 后 可 用 于 感染 。 按 照 病毒 MOI 
值 , 培 基 中 加 入 合适 比例 病毒 液 ,感染 10~12 h 后 ,更 换 
为 含 10% 胎 牛 血清 的 RPMI 1640 培 养 基 继 续 培 养 。 感 
染 72~96 h 后 ,荧光 显微镜 下 初步 观察 并 判断 感染 效 
率 , 准 备 G418 药 物 筛 选 。 
1.2.6 G418 篇 选 浓 度 测定 以 及 筛选 得 到 WTX 感 染 稳 
定 株 以 未 经 感染 的 结 直 上 肠 癌 细 胞 对 G418 最 佳 用药 浓 
度 进 行 科 选 ,将 结 直肠 癌 细 胞 接种 于 24 孔 板 , 符 次 日 细 
胞 密度 达 50%~70% 时 ,更 换 培养 基 并 加 入 浓度 分 别 为 
500、800、1000、2000、3000 ng/mL 的 G418 开 始 筛选 ,以 
10~14 d 内 细胞 全 部 死亡 的 最 低 浓 度 定 为 最 佳 筛选 浓 
度 。 筛 选 结果 确 定 G418 最 佳 用 药 浓 度 为 1000 ng/mL, 

将 慢 病 毒 感 染 后 的 结 直上 肠 癌 细 胞 , 按 50%~70% 
密度 接种 于 六 和 孔 板 , 铺 板 24h 后 , 按 比 例 加 入 浓度 为 
1000 ng/mL 的 G418, 细 胞 生长 达 90% 时 可 用 含 G418 的 
培养 基 传代 继续 培养 ,维持 药物 浓度 持续 培养 10~14 d, 
并 在 对 照 组 细胞 全 部 死亡 时 可 终止 筛选 。 得 到 慢 病毒 
稳定 感染 的 细胞 株 。 
1.2.7 QPCR 对 稳定 株 于 mRNA 水 平 鉴定 PBS 清洗 目 
的 细胞 以 及 对 照 组 细胞 各 2 次 ,加 入 Trizol 逐 级 提取 细 
胞 总 RNA, 逆 转录 得 到 cDNA,QPCR 分 析 目 的 细胞 以 
及 对 照 细胞 中 WTX 相 对 表达 量 。GAPDH 做 内 参 。 引 
物 序列 : 
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WTX: 
sense:GACCCAAAAGGATGAAGCT; 
antisense: CCCCTCCAAAGAAACTAGGC, 
GAPDH: 
sense: TGAAGGTCGGAGTCAACGGA; 
antisense: CCATTGATGACAAGCTTCCCG 
1.2.8 Western blotting 对 稳定 株 蛋 白水 平 鉴定 分 别 收 
集 适 量 稳定 感染 的 目的 细胞 与 对 照 组 细胞 ,提取 细胞 全 
蛋白 ,BCA 法 测定 蛋白 浓度 ,8% 的 SDS-PAGE 中 ,上 样 
变性 后 的 蛋白 样品 各 30 ug, 电泳 分 离 后 切取 目的 条 带 
电 转 至 0.45 um PVDF 膜 ,5% 的 脱脂 奶粉 室温 封闭 1 h, 
一 定 稀释 比例 的 一 抗 (WTX 1:75)4 CIAA, PBST 
清洗 3 minx5 次 ,二 抗 ( 山 羊 抗 免 lgG 抗 体 ,1:5000) 室 温 
孵育 1 h,PBST 清 洗 3 minx5 次 ,电化 学 发 光 曝 光 观 
察 。GAPDH 做 内 参 。 


2 结果 
2.1 重组 慢 病毒 载体 构建 以 及 鉴定 

WTX 基因 CDS 区 全 长 3408 bp, 以 人 类 基因 组 
DNA 为 模版 ,PCR 对 合成 片段 进行 扩 增 , 因 引 物 内 插入 
BamH I /Age | 双 酶 切 位 点 加 保护 碱 基 , 产 物 预期 全 长 
3449 bp, 将 PCR 扩 增产 物 行 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 ,结果 显示 
产物 大 小 与 预期 基本 一 致 。 扩 增产 物 经 双 酶 切 后 ,用 
T4 连 接 酶 与 同样 经 过 双 酶 切 露出 BamH 1 /4ge 工 粘 性 
末端 的 GV287 慢 病毒 载体 骨架 连接 ,连接 产物 转化 大 
肠 杆 菌 DH5o, 挑 选 阳 性 克隆 菌 进行 播 菌 ,提取 质粒 进 
行 初步 双 酶 切 鉴 定 后 (图 1) ,进行 测序 分 析 。 测 序 结果 
示 片 段 全 长 测 通 拼接 后 与 NCBI 官 方 公 布 序列 核对 , 碱 
基 序 列 完全 一 致 HER WTX EA CDS 区 全 长 重组 慢 病 
毒 载 体 构建 成 功 ,可 用 于 病毒 包装 。 
2.2 慢 病 毒 包装 

将 重组 慢 病毒 载体 或 者 阴性 对 照 空 载体 与 辅助 包 
装载 体 共 感染 293T 细 胞 ,48 h 后 于 荧光 显微镜 下 观察 可 
以 看 到 大 小 不 等 的 绿色 灾 光 团 块 , 提 示 慢 病毒 包装 成 功 。 

收集 病毒 上 清 , 送 交 吉 凯 基 因 技 术 有 限 公 司 进行 浓 
缩 并 滴 度 检测 ,病毒 滴 度 复 验 采用 严 光 梯度 稀释 法 , 即 
将 浓缩 病毒 上 清 行 系列 梯度 稀释 ,加 入 到 铺 有 293T 细 
胞 的 96 孔 板 内 ,96 h 后 ,观察 各 孔 内 荧光 ,可 见 殉 光 数量 
随 着 病毒 稀释 倍数 增加 逐渐 减少 ,其 中 ,在 1E-6 的 孔 内 
已 无 可 见效 光 , 在 1E-5 的 孔 内 ,可 看 到 2 个 荧光 团 ,提示 
至 少 有 2 个 病毒 感染 细胞 ,计算 最 终 病 毒 滴 度 :2/ 
(1E-5)x1000=2x10* TU/AmL ,与 吉 凯 基因 技术 公司 采用 
ELISA 检 测 方法 测 得 病毒 滴 度 基本 一 致 。 
2.3 慢 病 毒 颗粒 感染 合 G418 药物 筛选 得 到 结 直肠 癌 稳 
定 感染 细胞 系 

WTX 7E SW480,SW620,LS174T,LOVO,HT29, 


图 1 WTX 过 表达 载体 构建 初步 验证 图 

Fig.1 Electrophoresis of WTX CDS fragment 
amplified by PCR. a: DNA marker; b: Double 
restriction enzyme digestion products of 
GV287; c: Double restriction enzyme 
digestion products of the recombinant vector. 


HCT116 等 6 株 结 直肠 癌 细 胞 内 内 源 性 表达 检测 结果 
示 :SW620 内 源 WTX 表 达 最 低 , 差 异 具有 统计 学 意义 ， 
选 作 稳定 感染 的 细胞 株 (图 2)。 将 SW620 细 胞 以 30%~ 
50% 的 密度 铺 入 24 孔 板 , 贴 壁 后 即 感 开 始 染 。 每 孔 细胞 
加 入 15~25 由 慢 病毒 液 ,感染 48 后 荧光 显微镜 下 观察 
SAE KARAS BL, A LEAR IE, FA Se AOE] 
块 数量 与 视野 内 总 细胞 数量 , 粗 测 感染 效率 为 40%~ 
50%( 图 3)。 


SW620 HT29 Lovo SW480 HCT116 LS174T 


图 2 检测 6 株 结 直肠 癌 细 胞 株 内 WTX 内 源 性 表达 
Fig.2 Endogenous WTX expression in 6 CRC cell lines. 


按照 已 验证 的 最 佳 筛选 药物 浓度 ,各 孔 细 胞 内 各 加 
人 一 定 体积 1000 ng/mL G418 进 一 步 筛 选 ,在 10~14 d 
内 对 照 组 空白 细胞 全 部 死亡 时 终止 筛选 ,得 到 稳定 感染 
重组 病毒 载体 的 细胞 株 。 
2.4 QPCR 与 Western blot 对 稳定 感染 细胞 株 mRNA 及 
蛋白 水 平定 量 分 析 鉴 定 

QPCR 对 mRNA 水 平 检测 结果 显示 ,与 空白 载体 
对 照 组 相 比 ,稳定 感染 LV-WTX 重组 载体 的 细胞 ， 
WTX mRNA 表 达 明 显 升 高 ,差异 具有 统计 学 意义 (图 4)。 

Western blot 对 和 蛋白 水 平 表达 检测 结果 显示 ,在 
GAPDH 内 参 齐 平时 ,与 空 载体 对 照 组 相 比 ,稳定 感染 
LV-WTX 重 组 载体 的 细胞 ,WTX 和 蛋白 表达 明显 升 高 (图 
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结 直 肠 癌 S W620 细胞 


图 3 WTX 慢 病毒 


Fig.3 SW620 transfected with WTX recombinant lentivirus vector, 


displaying white or green fluorescence (Original magnification: x 100). A: SW620-N1 
cell line, white; B: SW620-N1 cell line, green; C: SW620-W + cell line, white; D: 


SW620-W+ cell line, green. 


。 二 者 结果 综合 提示 结 直肠 癌 细 胞 在 感染 了 
LV-WTX 重 组 慢 病毒 后 ,实现 了 WTX 的 稳定 高 表达 。 
换言之 ,提示 抑 癌 基因 WTX 的 结 直 肠 癌 稳 定 过 表达 细 
胞 系 构建 成 功 。 


3 讨论 

结 直 上 肠 癌 是 国内 外 发 病 率 以 及 致死 率 剖 最 高 的 恶 
性 肿瘤 之 一 二 , 且 随 着 现代 都 市 人 民生 活 方式 以 及 饮食 
习惯 不 良 化 改变 ,其 发 病 率 仍 在 逐年 攀升 “。 因 为 缺乏 
对 早期 消化 道 症状 的 足够 重视 ,多 数 患 者 在 就 诊 时 ,已 
是 肿瘤 晚期 ,出 现 远 处 转移 并 可 能 合并 多 种 并 发 症 , 失 
去 了 有 效 治疗 的 机 会 。 且 因为 具有 消化 系统 疾病 一 般 
特点 ,疾病 会 直接 影响 患者 食欲 排便 等 日 常生 活 , 后 期 
恶 病 质 症 状 严 重 ,晚期 患者 生存 质量 堪忧 ,态度 消极 。 
因此 ,积极 探讨 结 直肠 癌 的 发 病原 因 及 其 病变 机 制 , 探 
寻 有 效 的 治疗 方法 ,寻找 高 效用 药 靶 点 ,对 于 临床 患者 
治疗 改善 预后 有 积极 意义 。 

从 基因 学 角度 ,肿瘤 的 异 变 主 要 包括 原 癌 基 因 的 激 
活 与 抑 癌 基因 的 失 活 。 原 癌 基 因 的 激活 ,是 指 机 体内 原 
本 “沉默 "表达 的 基因 被 异常 激活 ,与 之 相对 应 。 

抑 癌 基 因 的 失 活 ,是 指 原本 在 正常 生命 活动 中 发 挥 
重要 作用 ,对 机 体 正常 发 育 \ 生 长 或 者 维持 正常 活动 起 
调节 作用 的 基因 ,被 异常 沉默 ”"。 基 因 的 变异 引起 的 一 
系列 分 子路 径 的 继 发 改变 ,直接 影响 机 体 细胞 的 正常 生 
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图 4 QPCR 验 证 SW620 细 胞 中 WTX 过 表达 效率 
Fig.4 Detection of WTX mRNA expression in 
SW620-W + cells. and SW620-N1 cells with qPCR (*P< 
0.01). 


SW620-N1 SW620-W+ 


a n 
WTX ae 


图 5 WB 验 证 SW620 细 胞 中 WTX 过 表达 效率 
Fig.5 Detection of WTX protein expression in 
SW620-W+/NC cell lines by Western blotting. 


命 活动 ,继而 影响 人 类 健康 。 
肿瘤 的 分 子 靶 向 治疗 正 是 基于 此 机 理应 运 而 生 的 
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一 种 肿瘤 新 兴 治 疗 手段 汪 ,其 旨 在 使 用 特定 药物 "逆转 ” 
原本 异 变 的 分 子 学 效应 , 刘 向 "改造 ? 逆 变 的 分 子 通路 。 
这 种 “归根 ”治疗 ,使 其 成 为 在 手术 治疗 , 放 、 化 疗 之 外 另 
一 重要 治疗 途径 ,为 改善 肿瘤 患者 预后 提供 了 无 限 可 
能 。 而 研究 不 同 占 官 肿瘤 内 , 异 变 的 主要 癌 以 及 抑 癌 基 
因 及 其 作用 通路 , 则 为 发 现 相 应 的 分 子 药物 靶 点 的 提供 
了 主要 途径 。 

其 中 ,探索 与 结 直肠 癌 相 关 的 抑 癌 基因 ,以 及 其 失 
活 机 制 ,是 消化 道 肿瘤 研究 领域 的 重要 方向 之 一 ,也 是 
本 课题 组 研究 的 主要 方面 。 目 前 已 知 的 与 结 直 肠 癌 发 
生发 展 相 关 的 抑 癌 基因 包括 ,APC"*,P53* ,DCC™， 
MMR” 等 ,已 发 现 参与 作用 的 主要 分 子 通路 为 Wnt/ 
B-catenin 信号 通路 所 。 但 是 由 于 肿瘤 发 生发 展 机 制 的 
复杂 性 ,我 们 需要 持续 发 现 新 的 肿瘤 相关 基因 以 及 可 能 
作用 分 子路 径 , 了 解 其 对 结 直 肠 瘤 发 生 发 展 过 程 的 影 
响 , 从 而 寻找 突破 口 ,找到 有 效 药 物 治疗 靶 点 。 

WTX 于 2007 年 被 首次 被 发 现 ,是 首 个 被 发 现 定位 
于 X 染 色 体 上 的 抑 癌 基 因 中 ,目前 生物 学 研究 领域 对 X 
染色 体 所 知 甚 少 ,近年 才 逐 渐 发 现 X 染 色 体 上 可 能 存在 
多 种 肿瘤 抗原 .遗传 病 致 病 基因 以 及 肿瘤 相关 信号 通路 
分 子 , 其 对 遗传 性 疾病 以 及 肿瘤 发 生 ,发展 的 影响 很 值 
得 科研 界 探 讨 小 。WTX 首次 报道 后 ,先后 被 证 实在 
Wilms tumor, 合并 有 颅骨 硬化 症 的 条 纹 状 骨 病 、 白 血 
病 、 凤 上 腺 皮质 瘤 等 疾病 的 发 生发 展 中 有 影响 作用 。 
但 其 在 结 直肠 癌 中 的 作用 或 者 作用 机 制 目前 尚未 所 知 。 

本 课题 组 前 期 初步 研究 发 现 结 直肠 癌 中 WTX 异 
常 “ 沉 默 ” ,提示 WTX 可 能 对 结 直 肠 癌 发 生 或 者 发 展 有 
一 定 影响 。 为 进一步 研究 WTX 对 结 直 肠 癌 进展 的 明确 
作用 以 及 作用 机 制 ,本 研究 构建 了 WTX 基因 稳 定 表达 
的 慢 病毒 载体 ,并 稳定 感染 WTX 内 源 性 表达 原本 被 异 
常 “ 沉 默 ” 的 结 直肠 癌 SW620 细 胞 ,建立 了 结 直肠 癌 稳 
定 WTX 高 表达 细胞 系 ,为 后 续 研 究 提 供 分 子 工 具 。 

慢 病毒 感染 是 构建 稳定 表达 细胞 株 的 常用 方法 之 
一 。 慢 病毒 表达 载体 是 以 人 类 免疫 缺陷 病毒 -1 (H 
IV-1) 为 来 源 ,经 过 后 期 人 工 改 造 的 一 种 特定 载体 ,在 将 
外 源 待 研究 基因 片段 插入 载体 骨架 后 ,载体 可 以 稳定 整 
合 入 宿主 细胞 染色 体 从 而 实现 待 研 究 基因 的 稳定 表达 ， 
为 进行 后 续 实 验 分 析 目 的 基因 功能 提供 分 子 工 具 。 慢 
病毒 载体 包含 了 所 有 慢 病 毒 包 装 . 转 染 稳定 整合 所 需 
要 的 遗传 信息 ,是 慢 病 毒 载体 系统 的 主要 组 成 部 分 。 而 
经 过 前 期 改造 处 理 后 携带 有 外 源 基因 的 慢 病 毒 载体 ,可 
以 在 慢 病 毒 包装 体系 .细胞 内 环境 的 辅助 下 ,经 过 病毒 
包装 成 为 有 感染 力 的 病毒 颗粒 ,经 过 感染 细胞 或 活体 组 
织 , 实 现 外 源 基因 在 细胞 或 活体 组 织 中 的 稳定 表达 。 

本 研究 首先 利用 化 学 合成 技术 逐 碱 基 合成 了 WTX 
的 全 长 CDS 区 片段 ,并 将 其 插入 慢 病 毒 GV287 骨 和 架 , 构 


成 WTX 的 重组 慢 病毒 表达 载体 ,该 表达 载体 可 以 表达 
GFP 和 neomycin, 但 因为 目的 基因 片段 过 长 ,全 长 约 
3000 bp,GFP 与 目的 基因 在 载体 内 采用 独立 启动 子 分 
开启 动 表达 ,只 为 在 目的 细胞 感染 时 初步 观察 感染 效 
率 。 将 目的 表达 载体 与 构建 慢 病毒 的 辅助 包装 载体 共 
转 染 人 胚 肾 293T 细 胞 ,后 收集 上 清 液 并 浓缩 产生 病毒 
颗粒 ,并 用 慢 病毒 颗粒 感染 结 直 肠 癌 细 胞 ,表达 载体 带 
有 的 neomycin 抗 性 ,用 于 后 续 续 继续 采用 G418 药物 进 
一 步 盘 选 稳定 感染 克隆 ,最 终 得 到 稳定 感染 的 细胞 系 。 
QPCR 与 Western blotting 的 结果 证 实 ,与 阴性 对 照 组 
细胞 相 比 ,稳定 感染 后 的 细胞 WTX mRNA 与 蛋白 表达 
均 出 现 明显 上 升 ,差异 具有 统计 学 意义 。 表 示 结 直肠 癌 
内 WTX 稳 定 过 表达 细胞 系 构建 成 功 ,可 用 于 后 续 的 进 
一 步 实 验 。 

综 上 所 述 ,本 实验 成 功 构建 了 抑 癌 基因 WTX 的 重 
组 慢 病 毒 表 达 载 体 ,并 建立 了 结 直 上 肠 癌 WTX 稳 定 感 染 
细胞 系 ,为 后 续 研 究 WTX 在 结 直肠 癌 发 生 、 发 展 中 的 作 
用 以 及 作用 机 制 提供 了 分 子 基础 工具 ,对 寻找 分 子 药物 
治疗 的 靶 点 ,最 终 用 于 结 直 上 肠 癌 的 早期 诊断 \ 后 期 治疗 
有 积极 意义 。 
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